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IZVLEČEK  
IZHODIŠČE 
Patogeneza raka jajčnikov še vedno ni jasna. Novejše raziskave kažejo, da bi bile lahko za 
nastanek, razvoj in ponovitev tumorja po zdravljenju odgovorne rakave matične celice. Te 
podobno kot embrionalne matične celice izražajo označevalce pluripotentnosti. NANOG je 
ključni transkripcijski dejavnik za uravnavanje samoobnavljanja in pluripotentnosti v embrio-
nalnih matičnih celicah, izraža pa se tudi v različnih tumorjih, vključno z epitelijskim rakom 
jajčnikov. Namen naše raziskave je bil ovrednotiti izražanje označevalca NANOG pri bolni-
cah s seroznimi tumorji jajčnikov in pri seroznih karcinomih jajčnikov le-to primerjati s pato-
histološkimi in kliničnimi napovednimi kazalci.  
PREISKOVANKE IN METODE 
Prvi del raziskave je potekal retrospektivno, drugi del prospektivno. V retrospektivnem delu 
raziskave smo izražanje označevalca NANOG določali z imunohistokemično metodo na pre-
paratih tkivnih mrež, zgrajenih iz arhiviranega tkiva jajčnikov. V raziskavo smo vključili 20 
bolnic s seroznim benignim tumorjem jajčnikov, 30 bolnic s seroznim atipičnim proliferativ-
nim (angl. borderline) tumorjem jajčnikov in 109 bolnic s seroznim karcinomom jajčnikov. 
Imunohistokemično reakcijo smo točkovali na osnovi intenzivnosti ter deleža obarvanega 
tumorja in na osnovi seštevka tumorje razdelili v štiri skupine: NANOG negativno (0), 
NANOG blago pozitivno (+1), NANOG zmerno pozitivno (+2) in NANOG močno pozitivno 
(+3) skupino. Za bolnice s karcinomom jajčnikov smo pridobili tudi klinične podatke in jih 
primerjali med omenjenimi skupinami. 20 tkivnih vzorcev seroznega karcinoma jajčnikov 
smo dodatno imunohistokemično barvali še na označevalec za mezenhimske celice vimentin. 
V prospektivnem delu raziskave smo izražanje označevalca NANOG določali v 17 intraope-
rativno pridobljenih vzorcih seroznega tumorja jajčnikov. Poleg imunohistokemične metode 
smo za določanje proteina NANOG uporabili tudi metodo prenosa western. Za analizo pri-
merjave rezultatov obeh metod smo izračunali korelacijski koeficient. 
REZULTATI 
V skupini arhiviranih vzorcev 159 seroznih tumorjev jajčnikov je bilo imunohistokemično 
NANOG pozitivnih 78 (49,1 %) tumorjev. Vsi NANOG pozitivni tumorji so bili patohistolo-
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ško karcinomi visokega gradusa (p < 0,001). Vsi karcinomi nizkega gradusa, vsi atipični pro-
liferativni tumorji ter vsi benigni tumorji so bili NANOG negativni. Med karcinomi visokega 
gradusa je bilo NANOG pozitivnih 78 (73,6 %) tumorjev, od tega 24 (22,6 %) blago, 29 (27,4 
%) zmerno in 25 (23,6 %) močno pozitivnih. Izražanje označevalca NANOG med seroznimi 
tumorji jajčnikov je bilo statistično značilno povezano z neugodnimi patohistološkimi napo-
vednimi kazalci, to je gradusom tumorja. Statistično značilne povezave s kliničnimi napoved-
nimi kazalci, to je s starostjo bolnic, stadijem bolezni, ostankom tumorja po citoreduktivni 
operaciji, odzivom bolezni na kemoterapijo in preživetjem, nismo našli. Za neodvisna napo-
vedna kazalca preživetja smo potrdili le stadij bolezni (p = 0,023) in ostanek tumorja po radi-
kalni operaciji (p < 0,001). Rezultati prospektivnega dela raziskave so pokazali, da je imuno-
histokemično barvanja na NANOG pri bolnicah s seroznim tumorjem jajčnikov v statistično 
značilni korelaciji z rezultati metode prenosa western (p < 0,001). Dodatno smo s svetlobnim 
mikroskopom v povrhnjem epiteliju seroznega karcinoma jajčnikov zaznali spremembe, 
podobne epitelijsko-mezenhimski tranziciji, pri kateri se matičnim celicam podobne celice, 
pozitivne na označevalce pluripotentnosti, spreminjajo v rakavim matičnim celicam podobne 
celice, ki so poleg na označevalce pluripotentnosti pozitivne tudi na vimentin. 
ZAKLJUČEK 
Imunohistokemična metoda je primerna diagnostična metoda določanja označevalca NANOG 
v tumorskih celicah bolnic s seroznimi tumorji jajčnikov. Imunohistokemično izražanje ozna-
čevalca NANOG v tumorskih celicah pri bolnicah s seroznimi tumorji jajčnikov je bilo statis-
tično značilno povezano s karcinomi visokega gradusa. Statistično značilne povezave med 
izražanjem označevalca NANOG in kliničnimi napovednimi kazalci nismo potrdili. S svetlo-
bnim mikroskopom zaznane spremembe podobne epitelijsko-mezenhimski tranziciji, ter nas-
tanek celic podobnih rakavim matičnim celicam, odpirajo novo področje za nadaljnje raziska-
ve. 
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SUMMARY  
BACKGROUND 
The pathogenesis of ovarian cancer is still unknown. Recent data show that cancer stem cells 
might be responsible for formation, progression and repetition of tumor after the end of treat-
ment. Cancer stem cells, same as embryonic stem cells, express markers of pluripotency. 
Transcription factor NANOG plays a key role in regulating self-renewal and differentiation in 
embryonic stem cells, its expression was also detected in different tumors including ovarian 
carcinoma. The aim of our study was to assess NANOG expression in ovarian serous tumors 
and to evaluate its prognostic significance in relation to ovarian serous carcinoma.  
PATIENTS AND METHODS  
In retrospective part of our study the expression of NANOG was immunohistochemically 
evaluated in the ovarian tissue microarrays constructed from archived ovarian tissue of 20 
patients with benign ovarian serous tumors, 30 patients with borderline ovarian serous tumors 
and 109 patients with serous ovarian carcinomas. Immunohistochemical reaction was scored 
according to signal intensity and percentage of positive cells in tumor samples. Pursuant to 
our summation of signal intensity and positive cell occurrence we divided our samples into 4 
groups: NANOG - negative (0), NANOG - slightly positive (+1), NANOG - moderately posi-
tive (+2) and NANOG - strongly positive (+3) group. Complete clinical data was obtained for 
ovarian serous carcinoma group and correlation between clinical data and NANOG expres-
sion was analyzed. 20 tissue samples of ovarian serous carcinoma were further immunohisto-
chemically stained for marker of mesenchymally-derived cells vimentin. In prospective part 
of our study Western blot and immunohistochemistry were performed for assessment of 
NANOG expression in 17 intraoperatively obtained tissue samples of ovarian serous tumors 
and the correlation between the results were analyzed. 
RESULTS 
Out of 159 ovarian serous tumors, NANOG was positive in 78 (49.1%) cases. All NANOG 
positive tumors were high grade carcinomas (p < 0.001). All low grade carcinomas, all bor-
derline tumors and all benign tumors were NANOG negative. In terms of high grade carci-
noma group 78 (73.6%) were NANOG positive: 24 (22.6%) slightly positive, 29 (27.4%) 
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moderately positive and 25 (23.6%) strongly positive. All NANOG - positive cases were of 
high grade morphology. There was no significant correlation between NANOG expression 
and clinical parameters such as age of patients, stage of disease, tumor residue after radical 
surgery, chemotherapy efficiency and survival. The only independent prognostic factors were 
stage of disease (p = 0.023) and tumor residue (p < 0.001). We proved immunohistochemistry 
to be reliable method for NANOG assessment in case of ovarian serous tumors as significant 
correlation (p < 0.001) between the results of Western blot and immunohistochemistry were 
confirmed. Using light microscope, changes similar to epithelial-mesenchymal transition were 
observed in ovarian surface epithelium of patients suffering from ovarian serous carcinoma. 
These changes might generate putative cancer stem cells positive for markers of pluripotency 
and vimentin.  
CONCLUSIONS 
Immunohistochemistry proved to be an adequate method for NANOG expression assessment. 
NANOG expression in ovarian serous tumor cells statistically significantly correlated with 
high grade ovarian serous carcinoma. In our study, there was no correlation between NANOG 
expression and clinical parameters. Changes similar to epithelial-mesenchymal transition and 
generation of putative cancer stem cells observed under the light microscope need further 
research and clarification. 
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SEZNAM OKRAJŠAV 
AACR  Ameriško združenje za raziskavo raka (angl. American Association for Cancer 
Research) 
AK amino kislina 
APSTJ atipični proliferativni serozni tumor jajčnikov 
BRCA1 gen za rak dojke 1 (angl. brest cancer 1) 
BRCA2 gen za rak dojke 2 (angl. brest cancer 2) 
BSTJ benigni serozni tumorji jajčnikov 
CA 125 karcinomski antigen 125 (angl. carcinoma antigen 125) 
DFS čas brez bolezni (ang. disease free survival) 
DNK dezoksiribonukleinska kislina 
EMC  embrionalne matične celice 
EMT epitelijsko-mezenhimska tranzicija 
eNANOG embrionalni gen NANOG  
FIGO Mednarodna zveza za ginekologijo in porodništvo 
(fr. Federation Internationale de Gynecologie et d´Obstetrique) 
HE hematoksilin in eozin 
HE4 človeški epididimis protein 4 (angl. human epididymis protein-4) 
IHK imunohistokemija 
iPSC,  inducirane pluripotentne matične celice (angl. induced pluripotent stem cells) 
KT kemoterapija 
mRNK sporočilna ribonukleinska kislina (angl. messenger ribo nucleic acid) 
NANOG transkripcijski dejavnik oziroma protein, ki ga kodira gen NANOG 
NANOG8 psevdogen NANOG 8   
OCT4 oktamer 4 
OS preživetje (ang. overall survival) 
PARP inhibitorji encima poli-ADP-riboza polimeraza (angl. poly  ADP-ribose) polmera-
se) 
PCOS sindrom policističnih jajčnikov (angl. polycystic ovary syndrom) 
PI napovedni indeks (ang. predictive index)      
PW prenos western (angl. Western blot) 
RMC rakave matične celice 
RMI indeks za oceno tveganja malignosti (angl. risk of malignancy index)  
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ROMA algoritem tveganja za malignom jajčnikov (angl. risk of ovarian malignancy algo-
ritem) 
SKJNG serozni karcinom jajčnikov nizkega gradusa 
SKJVG serozni karcinom jajčnikov visokega gradusa 
SMC somatske matične celice 
SSEA-4 stadij specifični embrionalni antigen 4 (angl. stage-specific embryonic antigen 4) 
SOX2 SRY-box 2 (angl. sex determining region Y-box 2) 
STIC serozni tubarni intraepitelijski karcinom (angl. serous tubal intraepithelial carci-
noma) 
SZO Svetovna zdravstvena organizacija (angl. World Health Organisation) 
TP53 tumor zaviralni protein 53 (angl. tumor protein 53) 
VEGF žilni endotelijski rastni faktor (angl. vascular endothelial growth factor) 
VSEL zelo majhne embrionalnim matičnim celicam podobne celice (angl. very small 
embrionic-like stem cells) 
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1 UVOD 
Rak jajčnikov je pogost rak ginekoloških organov s slabo prognozo in ima največjo umrljivost 
med ginekološkimi raki. V 90 % pripada skupini epitelijskih rakov jajčnikov (karcinomov). 
Med njimi je najpogostejši serozni tip. Serozni karcinom jajčnikov ostaja zahteven strokovno-
zdravstveni problem in velik raziskovalni izziv, vključno z raziskovanjem patogeneze.  Zaradi 
nejasne patogeneze se v zadnjih letih v terminologiji seroznega karcinoma jajčnikov opušča 
predpona »adeno«, kar je leta 2014 privzela tudi mednarodna klasifikacija tumorjev ženskega 
genitalnega trakta Svetovne zdravstvene organizacije (SZO) ter strokovne in znanstveno-
raziskovalne publikacije [1]. Predpono »adeno« smo tekom raziskave opustili tudi mi. Poleg 
stadija bolezni, ki predstavlja najpomembnejši klinični napovedni kazalec, je potek in izid 
bolezni pri bolnicah s seroznim karcinomom jajčnikov odvisen tudi od patomorfoloških in 
bioloških kazalcev tumorja. Stopnja diferenciacije (gradus) tumorja se je izkazala za pomem-
ben patomorfološki napovedni kazalec, saj imajo tumorji z visokim gradusom slabšo napoved 
izida bolezni kot tumorji z nizkim gradusom. Standardno zdravljenje napredovalih oblik kar-
cinoma jajčnikov obsega operativno zdravljenje v kombinaciji s kemoterapijo (KT), vendar se 
pri 80 % bolnic po končanem zdravljenju bolezen ponovi. Ker je zdravljenje pri napredovali 
obliki in ponovitvi bolezni neučinkovito, je petletno preživetje bolnic s karcinomom jajčnikov 
v napredovalem stadiju do 30%. 
Že dolgo vemo, da tumor vsebuje različne vrste tumorskih celic. Nova spoznanja pa so razkri-
la, da so za razvoj in ponovitev tumorja po zdravljenju najverjetneje odgovorne rakave matič-
ne celice (RMC). RMC naj bi tako kot embrionalne matične celice (EMC) imele sposobnost 
samoobnavljanja in razvoja v bolj specializirane celice in zaradi teh lastnosti povzročijo 
ponovitev bolezni po zdravljenju s KT in radioterapijo. Učinkovito zdravljenje raka je torej 
odvisno od uničenja RMC v tumorju. Tudi RMC, tako kot EMC, izražajo označevalce pluri-
potentnosti. 
NANOG je transkripcijski dejavnik z vezalnim mestom za dezoksiribonukleinsko kislino 
(DNK), ki uravnava samoobnavljanje in pluripotentnost EMC. Zadnje raziskave kažejo, da je 
NANOG izražen tudi v rakavih celicah tumorjev različnih tkiv in organov, med drugim pri 
epitelijskem raku jajčnikov, pri katerem naj bi bilo izražanje celo povezano z višjim gradusom 
tumorja, višjim stadijem bolezni ter slabšim izidom zdravljenja bolnic [2-4]. 
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V naši raziskavi smo z imunohistokemično metodo (IHK) in metodo prenosa western (PW) 
določali izražanje označevalca rakavih matičnih celic NANOG (označevalec NANOG) pri 
seroznih tumorjih jajčnikov, rezultate metod med seboj primerjali ter pri seroznem karcinomu 
jajčnikov analizirali povezavo med IHK izraženjem označevalca NANOG ter kliničnim pote-
kom bolezni. 
1.1 RAK JAJČNIKOV 
1.1.1 Epidemiologija 
Rak jajčnikov je drugi najpogostejši rak ginekoloških organov. Njegova pojavnost, opisana v 
Registru raka Republike Slovenije iz leta 2016, je v letu 2013 znašala 17,3 na 100.000 žensk. 
Z 2,8-odstotnim deležem je to deveta najpogostejša oblika raka pri ženskah. Med ginekološ-
kimi raki je na drugem mestu, in sicer za rakom materničnega telesa. Pojavlja se v vseh staro-
stnih obdobjih, najpogosteje med 50–70 letom starosti. Približno 75 % primerov raka jajčni-
kov odkrijemo v napredovali obliki in le 25 % ob začetku bolezni. Preživetje bolnic z rakom 
jajčnikov se v zadnjih desetletjih ni pomembno izboljšalo. Petletno preživetje povprečno zna-
ša 42,2 %, pri omejeni bolezni 80–90 %, pri napredovalih oblikah pa pade pod 30 %.  
1.1.2 Etiologija 
Približno 15 % raka jajčnikov je dednega, preostalih 85 % je nedednega. 
90 % primerov dednih oblik raka jajčnikov je posledica mutacije gena za raka dojke 1 
(BRCA1, angl. breast cancer gene 1), lociranega na kromosomu 17, v manjšem delu pa muta-
cije gena za raka dojke 2 (BRCA2, angl. breast cancer gene 2), lociranega na kromosomu 13. 
Poleg epitelijskega raka jajčnikov sta omenjeni mutaciji povezani tudi z rakom dojke. V obeh 
primerih se mutacija prenaša avtosomno dominantno z različno stopnjo izražanja. Ker so 
mutacije omenjenih genov različne, se s tem spreminja tudi verjetnost, da bo ženska zbolela 
za rakom jajčnikov oziroma dojke ali obojega. Verjetnost, da bo ženska zbolela za rakom jaj-
čnikov v primeru mutacije BRCA1, znaša do 56 %, v primeru mutacije BRCA2 do 27 % [5]. 
Ženska z genetsko predispozicijo za razvoj raka jajčnikov bo za omenjenim rakom zbolela 10 
let prej kot sicer zbolevajo ženske z nededno obliko raka jajčnikov [6]. Ker za rakom jajčni-
kov v povprečju zbolevajo ženske v pomenopavznem obdobju, je pri ženski, ki zboli za 
rakom jajčnikov v predmenopavznem obdobju in ima bližnjo sorodnico, ki je ravno tako zbo-
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lela za rakom jajčnikov v predmenopavznem obdobju, večja verjetnost, da nosi omenjeni gen. 
Preostalih 10 % dednega raka jajčnikov je povezano z dednim nepolipoznim rakom debelega 
črevesa (HNPCC, angl. hereditary nonpolyposis colorectal cancer), poimenovan tudi sindrom 
Lynch. Oboleli imajo visoko tveganje za razvoj raka debelega črevesa, poleg tega pa še za 
razvoj raka jajčnikov, endometrija, želodca, tankega črevesa, hepatobiliarnega trakta, urinar-
nega trakta, možganov in kože. To je avtosomna dominantna dedna bolezen z različno stopnjo 
izražanja, ki prizadene 5 % populacije. Verjetnost, da bo ženska s sindromom Lynch zbolela 
za rakom jajčnikov, znaša 13–23 % [7]. 
Posamična oblika raka jajčnikov je močno povezana s starostjo ženske. Glede na podatke jav-
ne zdravstvene službe Združenega kraljestva (NHS, angl. National Health Service) se pri žen-
skah, mlajših od 50 let, tveganje za epitelijsko obliko raka jajčnikov vsako leto poveča za 2 
%, pri ženskah, starejših od 50 let, pa za 11 %. Poleg starosti ženske tveganje za razvoj raka 
jajčnikov povečujejo tudi drugi reproduktivni dejavniki, kot so zgodnja menarha, pozna 
menopavza, neplodnost, sindrom policističnih jajčnikov in endometrioza. 
1.1.3 Patogeneza in hipoteze nastanka  
Natančni patogenetski mehanizmi, ki bi pojasnili razvoj določene oblike raka jajčnikov, še 
vedno niso znani. Obstaja več hipotez nastanka raka jajčnikov. 
1.1.3.1 Ovulacijska hipoteza 
Klasična ovulacijska hipoteza je najstarejša hipoteza, ki zagovarja dejstvo, da je število ovu-
lacij v pozitivni povezavi s karcinomom jajčnikov [8]. Po tej hipotezi pri vsaki ovulaciji pride 
do poškodbe povrhnjega epitelija jajčnika, sledita ji regeneracija in metaplazija, ki sčasoma 
povzročita nastanek različnih celičnih tipov karcinomov jajčnikov. Ti morfološko posnemajo 
epitelij jajcevodov, maternične votline in kanala materničnega vratu, prebavne cevi ter sečil. 
V prid tej hipotezi govori tudi dejstvo, da je karcinom jajčnikov v negativni povezavi s števi-
lom porodov, dolžino dojenja ter časom uporabe kombinirane hormonske kontracepcije [9]. 
Tej hipotezi pa nasprotujeta dejstvi, da uporaba progesteronske kontracepcije, ki ne zavira 
ovulacije, ravno tako zmanjša verjetnost, da bo ženska obolela za rakom jajčnikov, ter da je 
pri ženskah s policističnim ovarijskim sindromom (PCOS, angl. polycystic ovary syndrom), ki 
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so oligo- ali anovulatorne, verjetnost, da zbolijo za rakom jajčnikov, večja kot v splošni popu-
laciji žensk [10, 11]. 
1.1.3.2 Hipoteza o sekundarni prizadetosti jajčnikov 
V zadnjih dveh desetletjih so se pojavili dokazi, da naj bi primarni serozni tumorji jajčnikov 
pravzaprav nastali sekundarno iz jajcevoda. Pri ženskah, pri katerih je bila narejena prevent i-
vna odstranitev jajčnikov in jajcevodov zaradi mutacije BRCA, so v fimbrijskem delu jajce-
vodov ugotovili prisotnost in situ ter mikroinvazivnega raka jajcevodov [12]. Sklepali so, da 
del raka jajčnikov nastane z implantacijo rakavih celic iz jajcevoda v jajčnik [13]. To je potr-
dila tudi raziskava, pri kateri so v 70 % primerov nededne oblike raka jajčnikov v tumorju 
ugotovili prisotnost epitelijskih celic jajcevoda ter celic seroznega tubarnega intraepitelijskega 
karcinoma (STIC, angl. serous tubal intraepithelial carcinoma) [14]. Na osnovi omenjenih 
raziskav je nastala hipoteza, ki predlaga STIC kot izvor seroznega karcinoma jajčnikov viso-
kega gradusa (SKJVG). Nadaljnje raziskave so pokazale, da sta tako pri STIC kot pri SKJVG 
prisotna mutacija tumor zaviralnega gena TP53  ter prekomerna izraženost tumor zaviralnega 
proteina 53 (TP53, angl. tumor protein 53) [14]. Tudi profil genske ekspresije SKJVG je bolj 
podoben jajcevodu kot povrhnjemu epiteliju jajčnika [15]. Fimbrijski del jajcevoda vsebuje 
bogato angiolimfatično žilje, poleg tega pa so fimbrije v neposrednem stiku z jajčnikom, kar 
omogoči implantacijo rakavih celic jajcevoda v skorjo jajčnika. Zaradi odsotnosti benignih 
prekurzorskih lezij jajčnikov SKJVG odkrijemo najpogosteje v napredovalih stadijih bolezni. 
Alternativo klasični ovulacijski hipotezi predstavlja hipoteza nastanka seroznega karcinoma 
jajčnikov nizkega gradusa (SKJNG). Le-ta naj bi nastal postopoma, prek implantacije epitelija 
fimbrijskega dela jajcevodov v jajčnike v času ovulacije, nastanka inkluzijske ciste, seroznega 
cistadenoma, seroznega atipičnega proliferativnega tumorja, seroznega neinvazivnega mikro-
papilarnega karcinoma jajčnikov do seroznega karcinoma jajčnikov nizkega gradusa. Med 
vsemi koraki je dokazana patomorfološka povezanost [16, 17]. Molekularnogenetske raziska-
ve so pokazale, da dve tretjini SKJNG vsebuje mutacije genov KRAS, BRAF ali ERBB2 in le 
redko mutacijo gena TP53 [18-20]. Zaradi počasnega razvoja lahko SKJNG odkrijemo v času 
prekurzorskih lezij oziroma takrat, ko je rak še omejen na jajčnike. 
20  Doktorska disertacija Nataša Kenda Šuster  
 
 
1.1.3.3 Hipoteza o rakavi matični celici 
Dejstvo, da v tumorju obstajajo celice povezane z njegovim nastankom, ki imajo sposobnost 
lokalnega in oddaljenega širjenja in so odporne proti sistemskemu zdravljenju, je botrovalo 
nastanku hipoteze o RMC. Sposobnost samoobnavljanja in razvoja v bolj specializirane celice 
imajo matične celice (MC). Idejo o tem, da tumor nastane iz podskupine tumorskih celic, ki 
imajo značilnosti MC, je že pred 150 leti zapisal patolog Rudolf Wirchow. Teorija o RMC je 
ponovno oživela leta 1997, ko so pri bolnikih z levkemijo dokazali prisotnost celic, podobnih 
somatskim MC (SMC), odgovornih za razvoj levkemije [21]. Leta 2005 so iz ascitesa prvič 
izolirali celico, ki naj bi predstavljala RMC epitelijskega raka jajčnikov [22]. Ameriško zdru-
ženje za raziskavo raka (AACR, angl. American Association for Cancer Research) je RMC 
definiralo kot celico s fenotipom matične celice [23]. Z asimetrično delitvijo RMC vzdržujejo 
linijo pluripotentnih celic ter omogočajo nastanek različnih diferenciranih celic, kar vodi v 
heterogenost tumorja [24, 25]. Ker so signalne poti pri RMC motene, je hemostaza v tumorju 
porušena, kar vodi v maligni potek bolezni [26]. Natančna etiologija nastanka RMC še ni 
znana, zadnje raziskave pa jo povezujejo z epitelijsko-mezenhimsko tranzicijo (EMT), saj so 
bile in vitro RMC podobne celice proizvedene prav z EMT sproženo v patoloških razmerah 
[27-29]. EMT je sicer fiziološki proces sprememb v celicah, do katerih pride med remodulaci-
jo embrionalnih tkiv v času embriogeneze in regeneracijo odraslih tkiv v času po poškodbi. 
Med EMT se v celici izgubljajo značilnosti epitelijskih celic in pojavljajo značilnosti mezen-
himskih celic, kot sta invazivno gibanje in prisotnost vimentina ter miozina. Omenjene spre-
membe sprožene z EMT v epitelijskih celicah karcinoma jajčnikov tako povečajo invazivnost 
in stopnjo malignosti raka ter predstavljajo ključni korak v zasevanju [27, 29, 30]. 
1.1.4 Tipi raka jajčnikov 
Rak jajčnikov je heterogena skupina tumorjev. Patohistološko jih razdelimo na epitelijske, 
stromalne, germinalne in metastatske tumorje. 
Epitelijski raki jajčnikov predstavljajo 90 % vseh rakov jajčnikov [31]. Glede na histopatologijo, 
IHK in molekularno genetsko analizo jih delimo v pet glavnih tipov: SKJVG (70 %), SKJNG (pod 
5 %), endometrioidni (10 %), svetlocelični (10 %) in mucinozni tip (3 %) [32]. 
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SKJVG je najpogostejši tip epitelijskega raka jajčnikov. Zanj je značilna visoka stopnja 
genetske nestabilnosti. Skoraj 25 % ima mutacijo ali hipermetilizacijo gena BRCA in v vsaj 
95 % so prisotne genske mutacije TP53. IHK kaže aberantni vzorec izražanja tumor zaviral-
nega proteina p53, difuzno pozitiven tumor zaviralni protein p16 in visok delež celic v tumor-
ju pozitivnih na jedrni protein Ki67, izražen med proliferacijo celic (proliferativni indeks Ki 
67). Histološki preparati SKJVG so prikazani na sliki 1.  
 
  
Slika 1a. Serozni karcinom jajčnikov visokega gradusa, povečava 20x (zgoraj levo: solidni tip rasti tumorja, kjer 
prevladujejo tumorske celice, mestoma so v jedrih vidne mitoze, barvano s hematoksilinom in eozinom; zgoraj 
desno: celična proliferacija je prisotna v več kot 95% celic, imunohistokemično barvanje na Ki67; spodaj levo: 
difuzno močno pozitivno imunohistokemično barvanje na p16; spodaj desno: aberantni vzorec izražanja p53, ki 
se kaže z difuzno močno pozitivnim imunohistokemičnim barvanjem na p53). 
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Slika 1b. Serozni karcinom jajčnikov visokega gradusa, povečava 20x (levo: žlezni tip rasti tumorja, mestoma so 
v jedrih vidne mitoze, barvano s hematoksilinom in eozinom; desno: aberantni vzorec izražanja p53–v vseh 
tumorskih celicah je imunohistokemično barvanjem na p53 negativno). 
SKJNG predstavlja manj kot 5 % epitelijskih rakov jajčnikov. Le v 60 % so ugotovljene 
mutacije genov, in sicer KRAS, BRAF ali ERBB2, zelo redko pa so prisotne mutacije gena 
TP53 ali nepravilnosti v genu BRCA. IHK kaže vzorec izražanja p53 po divjem tipu, negati-
ven p16 in nizek proliferativni indeks Ki67. Histološka preparata SKJNG sta prikazana na 
sliki 2. 
   
Slika 2. Serozni karcinom jajčnikov nizkega gradusa (levo: psamomska telesca – psamoma karcinom, barvano s 
hematoksilinom in eozinom, povečava 4x; desno: vidne le posamezne celice v proliferaciji, imunohistokemično 
barvanje na Ki67, povečava 20x). 
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1.1.5 Širjenje raka jajčnikov 
Širjenje epiteljiskega raka jajčnikov je kompleksen proces. Najprej se rak jajčnikov širi nepo-
sredno iz jajčnika na sosednje organe. V napredovalem stadiju se rakave celice začnejo luščiti 
in se s peritonealno tekočino (ascitesom) prenašajo po trebušni votlini, kjer se prilepijo na 
peritonej in se nato razraščajo v globino. Z napredovanjem bolezni se rak začne širiti limfo-
geno v pelvične in paraaortne bezgavke. Hematogeno zasevanje raka jajčnikov je nespecifič-
no in redko ter se pojavi v 2–3 %. Za razvrstitev razširjenosti raka jajčnikov najpogosteje upo-
rabljamo razvrstitev, ki temelji na kirurški oceni razširjenosti tumorja in jo je predlagala 
Mednarodna zveza za ginekologijo in porodništvo (FIGO, fr. Federation Internationale 
deGynecologie et d´Obstetrique) [33]. Razvrstitev raka jajčnikov FIGO prikazuje tabela 1. 
Tabela 1. Razvrstitev raka jajčnikov FIGO. 
Stadij FIGO  Razlaga 
I Tumor je omejen na jajčnike ali jajcevode. 
II Tumor enega ali obeh jajčnikov ali jajcevodov s širitvijo v medenici ali pri-
marni peritonealni rak. 
III Tumor enega ali obeh jajčnikov ali jajcevodov ali primarni peritonealni rak s 
citološko ali histološko potrjeno širitvijo na peritonej zunaj male medenice 
in/ali zasevki v retroperitonealnih bezgavkah. 
IV Prisotnost oddaljenih zasevkov (citološko pozitiven plevralni izliv ali zasevki 
v parenhimu trebušnih organov ali zasevki v organih zunaj trebušne votline). 
 
1.1.6 Simptomi in znaki raka jajčnikov 
Rak jajčnikov nima tipičnih simptomov in znakov. Težave se pokažejo šele takrat, ko rak nap-
reduje in sama tumorska masa ali pa ascites povzročita bolečine v trebuhu, povečan obseg 
trebuha, bolečine v žlički, slabost, bruhanje, neješčnost, težave pri uriniranju in odvajanju 
blata. Zaradi ascitesa ali plevralnega izliva se pojavijo težave z dihanjem. Protrombotične 
lastnosti tumorskega tkiva lahko preko kompleksnih mehanizmov sprožijo nastanek krvnih 
strdkov. 
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1.1.7 Diagnostika raka jajčnikov 
Diagnostika raka jajčnikov se začne z anamnezo in kliničnim pregledom. Dopolnimo jo z 
ultrazvočno preiskavo. Obstaja več računalniških modelov, ki nam na osnovi ultrazvočno 
vidne morfologije tumorja, menopavznega statusa in tumorskih biooznačevalcev izračunajo 
tveganje za malignost (RMI, angl. risk of malignancy index) [34, 35]. Za dodatno diagnostiko, 
načrtovanje zdravljenja in sledenje po zdravljenju uporabljamo še računalniško tomografijo, 
pozitronsko emisijsko računalniško tomografijo ter magnetno resonanco. V diagnostiki raka 
jajčnikov ter za sledenje po zdravljenju trenutno uporabljamo tumorska biooznačevalca v krvi 
CA 125 (karcinomski antigen 125) in HE4 (človeški epididimis protein 4). HE4 ima v primer-
javi s CA 125 višjo občutljivost (90 % proti 83 %), višjo specifičnost (95 % proti 85 %),višjo 
pozitivno (93,1 % proti 80,7 %) in negativno napovedno vrednost (92,7 % proti 87,2 %) [36]. 
Vrednosti obeh tumorskih biooznačevalcev ter menopavzni status nam podajo t.i. indeks 
ROMA (angl. risk of ovarian malignancy algorithm index), na osnovi katerega bolnice razvrs-
timo v skupino z nizkim ali visokim tveganjem za epitelijski rak jajčnikov [37]. Indeks 
ROMA izračunamo po sledečem algoritmu: vrednost ROMA (%) = exp (PI) ÷ (1 + exp 
(PI))×100. Napovedni indeks (PI, ang. predictive index) za predmenopavzo izračunamo po 
sledečem algoritmu: PI = −12.0 + 2.38 × ln (HE4) + 0.0626 × ln (CA 125). PI  za pomeno-
pavzo izračunamo po sledečem algoritmu: PI = -8.09 + 1.04 × ln (HE4) + 0.732 × ln (CA 
125). 
1.1.8 Histopatološka preiskava 
Pred začetkom zdravljenja je potrebno diagnozo tumorja jajčnikov potrditi s histopatološko 
preiskavo. Le ta obsega makroskopski pregled vzorca, vzorčenje tkiv in histološki pregled. S 
histološkim pregledom opredelimo histološki tip tumorja in glede na tip tudi njegove druge 
značilnosti. Pri seroznem karcinomu jajčnikov tako določimo še gradus tumorja (nizek oziroma 
visok gradus). Značilnosti histološke slike SKJVG sta tako papilarna, kakor tudi solidna rast z 
nakazanimi žleznimi strukturami. Tumorske celice kažejo izrazito jedrno atipijo z visoko mito-
tično aktivnostjo. Histološki preparati SKJVG so prikazani na sliki 1a in 1b. Značilnosti histolo-
ške slike SKJNG so mikropapilarna proliferacija tumorskih celic z blago do zmerno jedrno ati-
pijo in nizko mitotično aktivnostjo. Histološka preparata SKJNG sta prikazana na sliki 2. 
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1.1.9 Zdravljenje raka jajčnikov 
Zdravljenje epitelijskega raka jajčnikov je odvisno od stadija bolezni in splošnega stanja bolni-
ce. Stadij bolezni FIGO določimo kirurško z eksplorativno laparotomijo ali laparoskopijo. Če 
ocenimo, da bo možno odstraniti vso tumorsko maso (citoredukcija), pristopimo k primarni 
radikalni operaciji, ki ji navadno sledi še pooperativna (dopolnilna, adjuvantna) KT. Če se 
tumor zaradi razširjenosti in prizadetosti vitalnih organov ne da odstraniti v celoti, odvzamemo 
le vzorce za citološko in histološko preiskavo. Bolnica začne predoperativno (neoadjuvantno) 
KT, ki ji v primeru regresije bolezni sledi še odložena (intervalna) radikalna operacija ter poo-
perativna KT.  
1.1.9.1 Kirurško zdravljenje  
Kirurško zdravljenje je osnova zdravljenja raka jajčnikov in obsega odstranitev maternice, 
jajčnikov in jajcevodov, odstranitev velike pečice ter odstranitev vseh tumorskih mas v trebu-
šni votlini in retroperitoneju [38]. Pelvične in paraaortne bezgavke sistematično odstranjuje-
mo le v zgodnjih stadijih bolezni za natančno oceno stadija [39, 40]. Namen kirurškega zdrav-
ljenja je popolna citoredukcija (brez makroskopskega ostanka tumorja), saj imajo bolnice v 
tem primeru značilno daljše preživetje kot bolnice z optimalno (ostanek tumorja < 1 cm) [41] 
ali suboptimalno (ostanek tumorja > 1 cm) citoreduktivno operacijo [42]. 
1.1.9.2 Sistemsko zdravljenje  
Sistemsko zdravljenje dopolni kirurško zdravljenje. Njegova učinkovitost je odvisna od biologi-
je tumorja ter radikalnosti primarne operacije [43]. Dodamo ga v vseh stadijih bolezni razen pri 
dobro diferenciranih tumorjih v stadiju FIGO IA in IB. Standardna kombinacija KT temelji na 
preparatih platine (karboplatin ali cisplatin) v kombinaciji s taksani (paklitaksel ali docetaksel) 
[44]. Drugi citostatiki, ki se še občasno uporabljajo, so topotekan, gemcitabin in etopozid [45]. 
Pri bolnicah z napredovalo boleznijo dodamo k standardni KT tudi biološka zdravila, na primer 
tarčno zdravilo bevacizumab, monoklonsko protitelo, ki z inhibicijo žilnega endotelijskega rast-
nega faktorja (VEGF, angl. vascular endothelial growth factor) zavira neoangiogenezo in s tem, 
glede na podatke iz literature, podaljša čas brez ponovitve bolezni za od dva do štiri mesece, ne 
podaljša pa preživetja [46, 47]. Med tarčna zdravila spada tudi olaparib, inhibitor encima poli-
ADP-riboza polimeraza (PARP, angl. poly ADP-ribose polymerase), ki sodeluje pri popravilu 
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poškodb DNK. Olaparib se pri BRCA pozitivnih bolnicah uporablja za samostojno vzdrževalno 
zdravljenje po zaključenem zdravljenju s KT s preparati platine.  
1.1.10 Tumorski biooznačevalci 
Z namenom zgodnjega odkrivanja raka jajčnikov, uspešnejšega zdravljenja in sledenja med 
zdravljenjem in po njem, stalno iščejo nove biooznačevalce. Če izhajamo iz teorije RMC kot 
vzroka za nastanek raka jajčnikov, njegovo napredovanje ter ponovitev po zdravljenju, so 
lahko prav označevalci, značilni za RMC, hkrati substrat za tarčno zdravljenje, kot tudi diag-
nostično sredstvo in sredstvo za sledenje po zdravljenju raka jajčnikov [48]. 
1.2 OZNAČEVALEC RAKAVIH MATIČNIH CELIC NANOG 
EMC izražajo več specifičnih transkripcijskih dejavnikov, ki omogočajo njihovo pluripotent-
nost. Med najpomembnejšimi označevalci EMC so transkripcijski dejavniki OCT4A (ang. 
octamer binding protein 4, isoform A), SOX2 (angl. sex determining region Y-box 2) in 
NANOG.  
1.2.1 Protein NANOG  
Protein NANOG (NANOG) je transkripcijski dejavnik z ohranjeno homeodomeno, ki se lah-
ko veže na promotorske dele DNK ter s transkripcijskima dejavnikoma OCT4 in SOX2 regu-
lira samoobnavljanje in pluripotentnost EMC [49, 50]. Grafični prikaz proteina NANOG pri-
kazuje slika 3. Zapis za NANOG nosi NANOG cDNK, ki jo sestavlja 2184 nukleotidov [51]. 
Embrionalni gen NANOG (eNANOG) se nahaja na kromosomu 12. 
  
Slika 3. Grafični prikaz proteina NANOG (Jauch in sod., 2008). 
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Poleg eNANOG obstaja še deset psevdogenov NANOG in ena podvojitev [52]. Dolgo časa so 
psevdogene obravnavali kot odvečno DNK, vendar so pred kratkim ugotovili, da so nekateri 
psevdogeni lahko pomembni za regulacijo originalnih genov [53]. Izmed psevdogenov 
NANOG se samo psevdogen NANOG 8 (NANOGP8) lahko prepiše v funkcionalni NANOG 
[54, 55]. Ta protein, ki izvira iz NANOGP8, je skoraj identičen proteinu, katerega zapis nosi 
eNANOG. Razlikuje se le v eni aminokislini (AK), ki je posledica menjave Gln-253 v embri-
oalnem genu NANOG za His-253 v pseudogenu NANOG8. Človeški NANOG je sestavljen 
iz 305 AK in vsebuje N-terminalno domeno (AK 1-95), homeodomeno za vezavo na DNK 
(AK 96-155) ter C-terminalno regijo (AK 156-305) [49, 51]. N-terminalna domena je odgo-
vorna za transkripcijsko aktivnost in je natančno epigenetsko regulirana s procesom fosforila-
cije in drugimi posttranskripcijskimi mehanizmi [56]. N- in C-terminalni domeni vsebujeta 
zaporedje AK, odgovornih za lokalizacijo proteina v jedru, medtem ko srednja domena omo-
goča prehod proteina v jedro in iz njega [57-59]. 
1.2.2 Vloga transkripcijskega dejavnika NANOG v embrionalnih matičnih celicah  
NANOG s transkripcijskima dejavnikoma OCT4 in SOX2 sestavlja jedro mreže nadzornih 
mehanizmov, ki usklajujejo mehanizem samoobnavljanja in diferenciacije EMC [50, 60]. S 
povečano prisotnostjo transkripcijskega dejavnika NANOG lahko reprogramiramo odraslo 
človeško somatsko celico v EMC podobno pluripotentno celico - tako imenovana dediferen-
ciacija v celice iPSC (angl. induced pluripotent stem cells); v odsotnosti transkripcijskega 
dejavnika NANOG pa se odrasle somatske celice  začnejo diferencirati v vse tri klične liste 
[58]. NANOG je torej ključnega pomena za ohranitev pluripotentne identitete EMC [49]. 
NANOG mRNA je prisotna v linijah MC, medtem ko v diferenciranih celicah ni prisotna 
[49].  
1.2.3 Vloga transkripcijskega dejavnika NANOG pri epitelijskem raku jajčnikov 
Izražanje transkripcijskega dejavnika NANOG je bilo dokazano tudi v tumorskih celicah 
germinalnih tumorjev ter drugih solidnih tumorjih, vključno z epitelijskim rakom jajčnikov 
[2, 61, 62]. In vitro je bilo namreč dokazano, da NANOG spodbuja gibanje rakavih celic in 
zasevanje raka jajčnikov; njegovo zavrtje pa ovira proliferacijo rakavih celic, njihovo migra-
cijo in invazijo [4]. Ravno tako je bilo in vitro ugotovljeno, da lahko NANOG prek različnih 
mehanizmov povzroča, da se rakave matične celice izognejo imunskemu sistemu gostitelja ter 
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so odporne proti KT [63, 64]. IHK dokazano prisotnost transkripcijskega dejavnika NANOG 
pri epitelijskem raku jajčnikov so avtorji v do sedaj objavljeni literaturi povezovali s slabšo 
diferenciacijo tumorja, višjim stadijem bolezni in krajšim preživetjem [2-4]. Vemo, da epite-
lijski rak jajčnikov ni homogena skupina tumorjev, temveč le to predstavljajo različni tipi 
epitelijskih rakov, ki se med seboj ne razlikujejo le v histopatološki gradnji, temveč tudi v 
molekularno genetski analizi, predvsem pa v biološkem obnašanju tumorja in kliničnem pote-
ku bolezni. Na izid bolezni torej ne vpliva le morebitna prisotnost RMC posredno dokazanih z 
označevalcem pluripotentnosti NANOG, temveč tudi maligni potencial oziroma agresivnost 
tumorja. Povezavo med izražanjem označevalca rakavih matičnih celic NANOG in patomor-
fološkimi ter kliničnimi prognostičnimi kazalci, oziroma odzivom na sistemsko zdravljenje, 
lahko ovrednotimo le v homogeni skupini karcinoma jajčnikov. Zato je bil namen naše razis-
kave IHK ovrednotiti izražanje označevalca rakavih matičnih celic NANOG pri SKJVG, ki 
predstavlja najpogostejši tip raka jajčnikov in ima tudi najslabšo prognozo. IHK izražanje 
označevalca NANOG in njegovo povezavo s kliničnimi napovednimi kazalci v homogeni 
skupini SKJVG, glede na pregledano literaturo, do sedaj ni raziskal še nihče. Ker je IHK 
semikvantitativna metoda, smo dobljene rezultate podprli še z metodo PW. Prednost metode 
PW je namreč v večji objektivnost rezultatov, saj s to metodo izoliramo protein glede na nje-
govo velikost, ne nudi pa nam informacije o lokalizaciji proteina, kot nam jo nudi IHK. 
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2 NAMEN DELA IN HIPOTEZE 
Namen doktorskega dela  
Namen doktorskega dela je bil ovrednotiti izražanje označevalca rakavih matičnih celic 
NANOG pri bolnicah s seroznim karcinomom jajčnikov v primerjavi z že znanimi patomorfo-
loškimi in kliničnimi prognostičnimi kazalci ter ovrednotiti njegov napovedni pomen za uspe-
šnost zdravljenja s KT. 
Hipoteze  
Pri doktorskem delu smo izhajali iz naslednjih delovnih hipotez: 
1. IHK metoda določanja označevalca NANOG v tumorskih celicah pri bolnicah s seroznim 
karcinomom jajčnikov je primerna diagnostična metoda. 
2. Prekomerno izražanje označevalca NANOG v tumorskih celicah pri bolnicah s seroznim 
karcinomom jajčnikov je povezano z neugodnimi patomorfološkimi in kliničnimi progno-
stičnimi kazalci. 
3. Prekomerno izražanje označevalca NANOG v tumorskih celicah pri bolnicah s seroznim 
karcinomom jajčnikov je povezano s slabšim uspehom zdravljenja s KT. 
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3 MATERIALI IN METODE  
Prvi del raziskave je potekal retrospektivno, drugi del prospektivno. V retrospektivnem delu 
raziskave smo na arhiviranih vzorcih seroznih tumorjev jajčnikov fiksiranih v formalinu in 
vklopljenih v parafin z IHK metodo določali izražanje označevalca NANOG in le to primerja-
li s kliničnimi napovednimi kazalci. V prospektivnem delu raziskave smo v zamrznjenih nefi-
ksiranih intraoperativno pridobljenih vzorcih seroznih tumorjev jajčnikov izražanje označe-
valca NANOG določali še z metodo PW ter  dobljene vrednosti  primerjali  z rezultati IHK 
metode.  
3.1 RETROSPEKTIVNI DEL RAZISKAVE 
3.1.1 Preiskovanke 
3.1.1.1 Preiskovana skupina (bolnice s seroznim karcinomom jajčnikov) 
V preiskovano skupino smo vključili 109 bolnic, ki so bile zaradi seroznega karcinoma jajč-
nikov med letoma 2007 in 2011 operirane na Ginekološki kliniki Univerzitetnega kliničnega 
centra Ljubljana (GK UKCL). Te bolnice so med zdravljenjem na Onkološkem inštitutu v 
Ljubljani (OIL) prejele standardno KT, kombinacijo karboplatina in paklitaksela.  
3.1.1.2 Kontrolna skupina (bolnice z benignim in atipičnim proliferativnim seroznim tumor-
jem jajčnikov) 
V kontrolno skupino smo vključili 30 bolnic, ki so bile v istem obdobju v isti ustanovi oper i-
rane zaradi atipičnega proliferativnega  seroznega tumorja jajčnikov ter 20 bolnic, ki so bile 
zdravljene zaradi benignega seroznega tumorja jajčnikov. 
3.1.2 Histološki vzorci 
Rezultate predhodnih histoloških preiskav in vzorce tkiva, ki smo jih uporabili v naši raziska-
vi, smo dobili iz informacijskega sistema in arhiva Laboratorija za patologijo GK UKCL.  
3.1.2.1 Patohistološka preiskava  
Izbrani patolog je ponovno pregledal vse histološke preparate tumorjev jajčnikov, barvane s 
hematoksilinom in eozinom (HE), ki so bili med letoma 2007 in 2011 diagnosticirani kot 
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serozni karcinom jajčnikov. Uporabili smo histološko klasifikacijo tumorjev jajčnikov SZO 
[1]. Glede stopnje diferenciacije (gradusa) tumorja smo uporabili dvostopenjsko klasifikacijo 
na tumorje nizkega in visokega gradusa [65].  
3.1.2.2 Priprava tkivnih mrež  
V histoloških (HE) preparatih seroznih tumorjev vsake bolnice smo določili tri reprezentativ-
ne predele tumorja in iz ustreznih predelov v parafinskem bloku z iglo za pripravo tkivnih 
mrež (Quick-Ray, Tissue Microarray System, Unitma Co Ltd, Chungmyeong, Južna Koreja) 
odvzeli po tri cilindre tkiva premera 2 mm. Iz cilindrov tkiv smo pripravili 27 tkivnih mrež, 
vsaka je vsebovala 20 do 28 vzorcev tkiv. Tkivno mrežo prikazuje slika 4. 
 
Slika 4. Tkivna mreža sestavljena iz 20 vzorcev seroznega tumorja jajčnikov. 
3.1.2.3 Imunohistokemično barvanje  
Iz tkivnih mrež smo na ustreznih stekelcih (Menzel-Glaser Superfrost® Plus, VWR internati-
onal) pripravili serijo parafinskih rezin debeline 3 – 5 mikrometrov. Omenjene rezine smo eno 
uro sušili v sušilniku pri temperaturi 60 ºC. IHK barvanje smo opravili na avtomatskem bar-
valcu (Ventana BenchMark GX, Roche Diagnostics Deutschland GmgH, Mannheim, Nemči-
ja) in za detekcijo uporabili Ventana OptiView Kit (Roche Diagnostics Deutschland GmgH, 
Mannheim, Nemčija). Preparat tkivne mreže prikazuje slika 5. 
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Slika 5. Preparat tkivne mreže seroznega karcinoma jajčnikov (zgoraj: imunohistokemično barvanje na 
NANOG; spodaj: barvanje s hematoksilinom in eozinom). 
Najprej smo na kontroli testirali tri za NANOG specifična protitelesa: mišje monoklonsko 
protitelo ab62734, zajčje poliklonsko protitelo ab21624 ter zajčje monoklonsko protitelo 
ab109250 (Abcam, Cambridge, MA, ZDA). Vsako protitelo smo testirali pri različnih razred-
čitvah in z različnimi načini predobdelave tkiva. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili tkivo 
normalnega testisa in tkivo embrionalnega karcinoma testisa, saj imajo spermatogoniji v testi-
su lastnosti matičnih celic. Histološki preparat tkiva testisa IHK barvanega na NANOG je 
prikazan na sliki 6. Negativno kontrolo smo dobili z opustitvijo primarnega anti-NANOG 
protitelesa.  
 
Slika 6. Testis, imunohistokemično barvanje na NANOG (pozitivna jedrna reakcija). 
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Na osnovi rezultatov testiranja smo za sledeče analize vzorcev preiskovank uporabili zajčje 
monoklonsko protitelo, ki smo ga redčili v razmerju 1:25 in z njim pri temperaturi 37 ºC 
inkubirali vzorce tumorjev 30 minut.  
20 tkivnih vzorcev seroznega karcinoma jajčnikov smo IHK barvali še na označevalec za 
mezenhimske celice vimentin, tri tkivne vzorce seroznega karcinoma jajčnikov pa smo z 
metodo imunofluorescence obarvali še na označevalca pluripotentnosti SOX2 in SSEA-4.  
Podrobnejši opis barvanja na SOX2, SSEA-4 in vimentin se nahaja v članku »Putative stem 
cells and epithelial – mesenchimal transition revealed in sections of ovarian tumor in patients 
with serous ovarian carcinoma using immunohistochemistry for vimentin and pluripotency – 
related markers«  na strani 75. 
3.1.3 Vrednotenje rezultatov imunohistokemije 
Pri analizi rezultata IHK smo ocenjevali vzorec (jedrna ali citoplazemska reakcija), intenziv-
nost ter obseg IHK obarvanja. Na osnovi seštevka intenzivnosti in deleža obarvanja smo izra-
ženost označevalca NANOG uvrstili v štiri glavne skupine predstavljene v tabeli 2. Podrob-
nejši opis točkovanja se nahaja v članku »Cancer Stem Cell-Related Marker NANOG Expres-
sion in Ovarian Serous Tumors (A Clinicopathologycal Study of 159 Cases)« na straneh 51 in 
52.  
Tabela 2. Skupine NANOG. 
Skupina NANOG  
(seštevek intenzivnosti in 
deleža obarvanja) 
NANOG 0 
(0) 
NANOG +1 
(1, 2)  
 NANOG +2 
(3, 4) 
 NANOG +3 
(5, 6). 
Delež obarvanih celic v 
tumorju v %  
(številčna ocena 0 – 3) 
0 - 4 % (0) 5 – 49 % (1) 50 – 74 % (2) 75 – 100 % 
(3) 
Intenzivnost obarvanja 
(številčna ocena 0 – 3) 
Ni obarvanja 
(0) 
Šibko obar-
vanje (1) 
Zmerno obar-
vanje (2) 
Močno obar-
vanje (3) 
Vzorec obarvanja  
(jedrna / citoplazemska 
reakcija) 
Ni obarvanja Jedrna in 
citoplazemska 
reakcija 
Citoplazem-
ska reakcija 
Citoplazem-
ska reakcija 
 
Za posamezne skupine NANOG smo nato analizirali patomorfološke in klinične podatke. 
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3.1.4 Patomorfološki in klinični podatki  
Klinične podatke smo pridobili iz arhiva in bolnišničnega informacijskega sistema GK UKCL 
in OIL ter jih dopolnili s podatki iz Registra raka Republike Slovenije. 
Analizirali smo naslednje podatke o bolnicah: histološki tip in gradus tumorja, starost bolnic, prisot-
nost proste tekočine v trebušni votlini (ascites), stadij razširjenosti bolezni ob diagnozi, vrsta opera-
cije, ostanek tumorja po radikalni operaciji, način zdravljenja s KT, uspeh zdravljenja s KT ter pre-
živetje. Podatki o bolnicah so prikazani v tabeli 3.  Podrobnejši opis analiziranih patomorfoloških in 
kliničnih podatkov se nahaja v članku »Cancer Stem Cell-Related Marker NANOG Expression in 
Ovarian Serous Tumors (A Clinicopathologycal Study of 159 Cases)« na straneh 50 in 51. 
Tabela 3. Analizirani patomorfološki in klinični podatki. 
Patomorfološki in klinični podatki Razlaga 
Histološki tip tumorja Klasifikacija SZO za tumorje jajčnikov  
Gradus tumorja Dvostopenjska delitev na SKJNG in SKJVG 
Starost bolnic Ob patohistološko potrjeni diagnozi 
Ascites Da/ne 
Stadij bolezni Kirurški stadij FIGO 
Ostanek tumorja  Makroskopsko viden ostanek tumorja (da/ne) 
Vrsta operacije Biopsija tumorja oziroma adneksektomija / radikalna 
operacija 
Vrsta KT Predoperativna / pooperativna KT 
Remisija bolezni Da/ne  
Ponovitev bolezni Da/ne 
Čas sledenja bolnic Čas od diagnoze do zadnjega zabeleženega stanja 
Čas brez bolezni Čas od remisije do ponovitve bolezni oziroma zad-
njega zabeleženega stanja 
Čas preživetja Čas od diagnoze do smrti oziroma zadnjega zabele-
ženega stanja 
Vzrok smrti Serozni karcinom jajčnikov/drugo 
Analizirane patomorfološke in klinične podatke smo primerjali med skupinami NANOG. 
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3.2 PROSPEKTIVNI DEL RAZISKAVE 
3.2.1 Preiskovanke in vzorci 
V preiskovano skupino smo vključili 38 bolnic s seroznim tumorjem jajčnikov, ki so bile med 
majem 2016 in marcem 2017 operirane na GK UKCL zaradi tumorja jajčnikov. Vzorci 
tumorjev jajčnikov , poslani v Laboratorij za patologijo GK UKCL za intraoperativno preis-
kavo, so bili shranjeni v tekočem dušiku. V 17 primerih dokončne patohistološke diagnoze 
seroznega tumorja jajčnikov smo iz parafinskih blokov pripravili tkivne mreže za IHK preis-
kavo, ustrezne zamrznjene vzorce tumorjev pa poslali na Inštitut za anatomijo Medicinske 
fakultete v Ljubljani za obdelavo tkiva z metodo PW. 
3.2.2.1 Metoda prenosa western 
Iz zamrznjenih rezin tumorskega tkiva jajčnikov so bili ekstrahirani proteini z Ripa pufrom 
(150 mM NaCl, 5 mMEDTA, 1-odstotni Triton X-100, 1-odstotni SDS, 25 mM Tris-HCl pH 
7,6) z dodanimi inhibitorji proteaz in fosfataz. Proteini so bili ločeni s poliakrilamidno gelsko 
elektroforezo na 12-odstotnem gelu SDS-PAGE in preneseni na membrano PVDF s prenosom 
western v komori "Criterion blotter" (Bio-Rad, Hercules, CA, ZDA). Za imunokemično dete-
kcijo proteina NANOG smo uporabili enako primarno protitelo kot za IHK (Anti-NANOG 
antibody (ab109250), Abcam, Cambridge, MA, ZDA) in kemiluminescentni substrat (ECL
TM
 
Prime Western Blotting Detection Reagent, GE Healthcare, Amersham, Velika Britanija). Po 
navodilih proizvajalca protiteles smo za specifični pas NANOG določili pas v nivoju 37 kDa. 
Količino proteina NANOG smo določali s programom, ki uporablja slikovno analizo in meri 
intenziteto in površino NANOG specifičnega pasu. Izmerjeno količino proteina NANOG za 
posamezno tumorsko tkivo smo nato ovrednotili glede na negativno kontrolo - tkivo možga-
nov. Količino proteina NANOG za posamezno tkivo smo izrazili v arbitrarnih enotah. Podro-
bnejši opis metode PW se nahaja v članku »Cancer Stem Cell–Related Marker NANOG Ex-
pression in Ovarian Serous Tumors Using Western Blotting and Immunohistochemistry: 
Comparison of Two Techniques« na straneh 61 in 62. 
3.2.2.2 Imunohistokemična metoda 
IHK barvanje na NANOG je potekalo z zajčjim monoklonskim protitelesom ab109250 
(Abcam, Cambridge, MA, ZDA) po enakem protokolu kot v retrospektivnem delu raziskave. 
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Podrobnejši opis IHK metode se nahaja v članku »Cancer Stem Cell–Related Marker NANOG 
Expression in Ovarian Serous Tumors Using Western Blotting and Immunohistochemistry: 
Comparison of Two Techniques« na straneh 62 in 63. 
3.3 STATISTIČNA ANALIZA 
Za ugotavljanje povezave med izražanjem označevalca NANOG in patohistološkimi ter klini-
čnimi značilnostmi smo uporabili za kategorične spremenljivke test χ2 (hi kvadrat), za kvanti-
tativne spremenljivke pa Mann-Whitneyjev oziroma Studentov t-test. Srednji (mediani) čas 
sledenja bolnicam je bil izračunan po različici Kaplan-Meierjeve metode (angl. reverse 
Kaplan-Meier method) [66]. Za ugotavljanje povezave med izražanjem označevalca NANOG 
in časom brez bolezni (DFS, angl. disease free survival) oziroma preživetjem bolnic (OS, 
angl. overall survival) je bil uporabljen Coxov regresijski model.  
Pri analizi rezultatov metode PW in IHK smo v primeru kvantitativnih spremenljivk uporabili 
Mann-Whitneyjev test, za primerjavo kvantitativnih spremenljivk PW in kategoričnih spre-
menljivk IHK pa Spearmanovo korelacijo.  
Rezultati so bili statistično značilni pri p < 0,05. Za vse statistične izračune je bil uporabljen 
program IBM SPSS Statistics, različica 24 (IBM Corp, Armonk, NY, ZDA).  
3.4 ETIČNA USTREZNOST RAZISKAVE 
Retrospektivni in prospektivni del raziskave je odobrila Komisija Republike Slovenije za 
medicinsko etiko na sejah dne 14.05.2013 (številka dovoljenja 163/05/13) in 15.03.2016 (šte-
vilka dovoljenja 82/03/16). 
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4 OBJAVLJENI ČLANKI 
4.1 POMEN OZNAČEVALCA PLURIPOTENTNOSTI IN RAKAVIH MATIČNIH CELIC 
NANOG V DIAGNOZI IN ZDRAVLJENJU KARCINOMA JAJČNIKOV 
Nataša Kenda Šuster1, Irma Virant-Klun2, Snežana Frković Grazio3 in Špela Smrkolj1 
1 Klinični oddelek za ginekologijo, UKC Ljubljana, Slovenija 
2 Klinični oddelek za reprodukcijo, UKC Ljubljana, Slovenija 
3 Laboratorij za patologijo Ginekološke klinike, UKC Ljubljana, Slovenija 
IZVLEČEK 
Rak jajčnikov je drugi najpogostejši rak ginekoloških organov in najpogostejši vzrok smrti med 
ginekološkimi malignomi. Ker je bolezen na začetku brez simptomov in uspešnega presejalnega 
programa ni, ga le redko odkrijemo, ko je bolezen še omejena na jajčnike. Za zgodnejše odkri-
vanje raka jajčnikov so potrebni novi biooznačevalci, povezani z njegovim nastankom. V zad-
njih letih so nova znanstvena spoznanja o rakavih matičnih celicah in njihovih označevalcih 
ponovno sprožila intenzivne raziskave na področju presejanja in zgodnjega odkrivanja raka 
jajčnikov. Transkripcijski dejavnik NANOG ni le označevalec za pluripotentnost in rakave 
matične celice, temveč tudi spodbuja rast in zasevanje raka ter povzroča odpornost rakavih celic 
proti imunskemu odgovoru in standardnemu zdravljenju. V povrhnjem epiteliju jajčnikov 
odrasle ženske so bile odkrite majhne matičnim celicam podobne celice, ki spominjajo na zelo 
majhne embrionalnim matičnim celicam podobne celice. V teh majhnih celicah se izražajo šte-
vilni geni podobno kot pri primordialnih zarodnih celicah in zarodni liniji ter geni za pluripoten-
tnost, kot je NANOG, zato vpletenosti teh celic v nastanek raka jajčnikov ne moremo izključiti. 
Večina celic, ki sestavljajo tumor, ni povezana z njegovim nastankom. Zdravila, ki delujejo na 
te celice sicer povzročijo zmanjšanje tumorske mase, vendar se tumor zaradi preživelih rakavih 
matičnih celic ponovi. Uspešno zdravljenje raka je torej pogojeno z odstranitvijo rakavih matič-
nih celic. Zato potrebujemo novo strategijo za zdravljenje raka jajčnikov, povezano z usmerje-
nim uničenjem rakavih matičnih celic. Po mnenju avtorjev je NANOG obetaven označevalec v 
diagnostiki in ciljanem zdravljenju raka jajčnikov. 
Objavljeno v European Journal of Gynaecological Oncology (2016) [67]. 
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4.2 IZRAŽANJE OZNAČEVALCA RAKAVIH MATIČNIH CELIC NANOG PRI SEROZ-
NIH TUMORJIH JAJČNIKOV (KLINIČNO-PATOLOŠKA RAZISKAVA V SKUPINI 
159 PRIMEROV) 
Nataša Kenda Šuster1, Snežana Frković Grazio2, Irma Virant-Klun3, Ivan Verdenik4  
in Špela Smrkolj1 
1 Klinični oddelek za ginekologijo, Univerzitetni klinični center Ljubljana, Slovenija 
2 Laboratorij za patologijo Ginekološke klinike, Univerzitetni klinični center Ljubljana, Slovenija  
3 Klinični oddelek za reprodukcijo, Univerzitetni klinični center Ljubljana, Slovenija 
4 Raziskovalna enota Ginekološke klinike, Univerzitetni klinični center Ljubljana, Slovenija 
IZVLEČEK 
Cilji: namen naše raziskave je bil oceniti izražanje označevalca rakavih matičnih celic 
NANOG pri različnih seroznih tumorjih jajčnikov in pri seroznem karcinomu jajčnikov nje-
govo izražanje ovrednotiti v povezavi s prognozo bolezni. 
Metode: z imunohistokemično metodo smo na tkivni mreži, zgrajeni iz vzorcev ovarijskih 
tumorjev, določali izražanje označevalca NANOG pri 20 bolnicah z benignim seroznim 
tumorjem, 30 bolnicah z atipičnim proliferativnim seroznim tumorjem in 109 bolnicah s sero-
znim karcinomom jajčnikov. V skupini seroznih karcinomov je bilo 106 tumorjev visokega 
gradusa in 3 tumorji nizkega gradusa. Imunohistokemična reakcija je bila točkovana glede na 
intenzivnost ter delež obarvanih celic v tumorju. Na osnovi seštevka intenzivnosti in deleža 
obarvanja smo vzorce razdelili v štiri skupine: NANOG negativno, NANOG blago pozitivno, 
NANOG zmerno pozitivno in NANOG močno pozitivno skupino. Za bolnice s seroznim kar-
cinomom jajčnikov smo pridobili tudi klinične podatke in jih med skupinami primerjali. 
Rezultati: za pozitivno obarvanje na označevalec NANOG smo upoštevali specifično rjavo 
obarvanje jedra ali citoplazme celic. V skupini seroznega karcinoma jajčnikov je bilo 
NANOG pozitivnih 69,7 % primerov, od tega 22,9 % blago pozitivnih, 22,9 % zmerno pozi-
tivnih in 23,9 % močno pozitivnih. Vsi NANOG pozitivni primeri so  pripadali karcinomu 
visokega gradusa. Karcinomi nizkega gradusa, benigni in atipični proliferativni tumorji so bili 
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vsi NANOG negativni. Med izražanjem označevalca NANOG in kliničnimi značilnostmi bol-
nic s seroznim karcinomom jajčnikov statistično značilne povezave nismo našli.  
Zaključek: pozitivno izražanje označevalca NANOG je bilo prisotno le pri seroznih karci-
nomih jajčnikov visokega gradusa in je bilo odsotno pri benignih seroznih tumorjih, atipičnih 
proliferativnih seroznih tumorjih ter seroznih karcinomih jajčnikov nizkega gradusa. Z našo 
raziskavo nismo našli statistično značilne povezave med izražanjem označevalca NANOG in 
kliničnimi značilnostmi bolnic s seroznim karcinomom jajčnikov, vključno s prognozo bolez-
ni. 
Objavljeno v International Journal of Gynecological Cancer (2017 )[68]. 
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4.3 IZRAŽANJE OZNAČEVALCA RAKAVIH MATIČNIH CELIC NANOG PRI SEROZ-
NIH TUMORJIH JAJČNIKOV DOKAZANO Z METODAMA PRENOSA WESTERN 
IN IMUNOHISTOKEMIJE (PRIMERJAVA DVEH METOD) 
Nataša Kenda Šuster1, Marija Meznarič2, Nives Škorja2, Irma Virant-Klun3, Ivan Verdenik4 in 
Špela Smrkolj1,2 
1 Klinični oddelek za ginekologijo, Univerzitetni klinični center Ljubljana, Slovenija 
2 Medicinska fakulteta, Univerzitetni klinični center Ljubljana, Slovenija  
3 Klinični oddelek za reprodukcijo, Univerzitetni klinični center Ljubljana, Slovenija 
4 Raziskovalna enota Ginekološke klinike, Univerzitetni klinični center Ljubljana, Slovenija 
IZVLEČEK 
Cilji: namen te raziskave je bil z metodo prenosa western pri seroznih tumorjih jajčnikov 
raziskati izražanje označevalca rakavih matičnih celic NANOG in dobljene rezultate primerja-
ti z rezultati, pridobljenimi z imunohistokemično metodo, izvedeno na istih tumorjih. 
Metode: v 17 primerih od 37 intraoperativno pridobljenih tumorjev jajčnikov je bila postav-
ljena diagnoza serozni tumor jajčnikov. Na slednjih smo z metodo prenosa western in imuno-
histokemično metodo določili prisotnost označevalca NANOG na zaporednih rezinah istega 
tumorja. Glede na imunohistokemično barvanje smo vzorce razvrstili v NANOG pozitivno in 
NANOG negativno skupino. Na osnovi seštevka intenzivnosti in deleža NANOG pozitivno 
obarvanih celic v tumorju smo vzorce dodatno razdelili v tri podskupine. Za analizo primerja-
ve rezultatov obeh metod smo izračunali korelacijski koeficient. 
Rezultati: vrednosti označevalca NANOG, izmerjene z metodo prenosa western, so bile v 
imunohistokemično določeni NANOG pozitivni skupini statistično značilno višje kot v 
NANOG negativni skupini (p = 0,003). Primerjava količine označevalca NANOG, izmerjene 
z metodo prenosa western in imunohistokemično metodo, je v posameznih podskupinah raz-
krila določeno stopnjo razpršenosti, ki je bila največja v podskupini, v kateri je bil NANOG 
imunohistokemično le blago pozitiven. V NANOG zmerno in močno pozitivni podskupini so 
bile vrednosti označevalca NANOG višje in bolj homogene. V imunohistokemčno določeni 
NANOG negativni skupini so bile vse vrednosti označevalca NANOG, določene z metodo 
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prenosa western, nizke. Med rezultati obeh metod je bila dokazana statistično značilna korela-
cija (r = 0,73, p = 0,001).  
Zaključek: z metodama prenosa western in imunohistokemije smo dokazali, da je NANOG 
lahko označevalec za serozni karcinom jajčnikov visokega gradusa. V prihodnje bi bilo potre-
bno analizirati povezavo med izražanjem označevalca NANOG, dokazanega z metodo preno-
sa western in kliničnimi kazalci. 
Sprejeto v objavo v European Journal of Gynaecological Oncology (april 2018). 
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4.4 DOMNEVNE MATIČNE CELICE IN EPITELIJSKO-MEZENHIMSKA REAKCIJA, 
ZAZNANA Z IMUNOHISTOKEMIČNIM BARVANJEM NA VIMENTIN IN OZNA-
ČEVALCE PLURIPOTENTNOSTI V REZINAH TUMORJA BOLNIC S SEROZNIM 
KARCINOMOM JAJČNIKOV  
Nataša Kenda Šuster1, Špela Smrkolj1in Irma Virant-Klun2 
1 Klinični oddelek za ginekologijo, Univerzitetni klinični center Ljubljana, Slovenija 
2 Klinični oddelek za reprodukcijo, Univerzitetni klinični center Ljubljana, Slovenija 
IZVLEČEK 
Ozadje: mehanizem agresivnega poteka karcinoma jajčnikov in neuspešno zdravljenje te 
smrtonosne bolezni razlaga teorija rakavih matičnih celic. Poročano je bilo, da sta karcinoge-
neza in napredovanje raka jajčnikov povezana z epitelijsko-mezenhimsko tranzicijo. Le-ta 
predstavlja fiziološki proces med embriogenezo in pozneje v življenju med regeneracijo poš-
kodovanih tkiv. V patoloških razmerah pa lahko prispeva k nastanku rakavih matičnih celic. 
Do sedaj je bila epitelijsko-mezenhimska tranzicija raziskovana predvsem na celičnih kultu-
rah in vitro. Namen te raziskave pa je bil raziskati omenjene morfološke spremembe v tumor-
skem tkivu pri ženskah z epitelijskim rakom jajčnikov po uporabi protiteles za označevalec 
epitelijsko-mezenhimske tranzicije vimentin ter označevalce pluripotentnosti NANOG, SOX2 
in SSEA-4. 
Metode: analizirali smo tkivne vzorce tumorjev 20 žensk s seroznim karcinomom jajčnikov 
visokega gradusa. Z imunohistokemično metodo in metodo imunofluorescence smo v njih 
prikazali prisotnost vimentina in označevalcev za pluripotentnost NANOG, SOX2 in SSEA-4. 
V tkivnih rezinah smo s svetlobnim mikroskopom opazovali morfološke spremembe v tumor-
sko preoblikovanih jajčnikih. 
Rezultati: med epitelijskimi celicami povrhnjega epitelija tumorsko spremenjenih jajčnikov 
smo zaznali populacijo majhnih NANOG pozitivnih celic, premera do 5 µm, z jedri, ki so 
izpolnjevala skoraj celoten volumen celic. Te majhne NANOG pozitivne celice so bile ome-
jene na predel morfološko spremenjenih epitelijskih celic. Iz tega dela površinskega epitelija 
so se sproščale večje okrogle celice premera 10–15 µm z velikimi jedri, ki so se imunohisto-
kemično obarvale na vimentin ter označevalce pluripotentnosti, kot je NANOG. Te celice bi 
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lahko predstavljale rakave matične celice, ki izvirajo iz matičnim celicam podobnih celic v 
povrhnjem epiteliju. Tvorijo tipične grozde in se s spreminjanjem okrogle oblike v »mezen-
himsko« širijo v okoliško tkivo, kar prispeva k manifestaciji karcinoma jajčnikov. 
Zaključek: v tumorskem tkivu seroznega karcinoma jajčnikov visokega gradusa smo zaznali 
morfološke spremembe, ki bi lahko privedle do nastanka domnevnih rakavih matičnih celic.  
Objavljeno v Journal of Ovarian Research (2017) [69]. 
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5 PREGLED REZULTATOV IN SKLEPNE MISLI  
5.1 IMUNOHISTOKEMIČNO IZRAŽANJE OZNAČEVALCA RAKAVIH MATIČNIH 
CELIC NANOG V SEROZNIH TUMORJIH JAJČNIKOV 
5.1.1 Vzorec imunohistokemičnega barvanja 
V retrospektivnem delu naše raziskave smo izražanje označevalca NANOG zaznali predvsem 
v citoplazmi celic, to je v 93,5 % primerov, in le v 6,5 % v jedru. Tudi predhodne raziskave, 
ki so vključevale rak jajčnikov, rak materničnega vratu in rak dojke, so pokazale, da se ozna-
čevalec NANOG lahko izraža tako v jedru kot tudi v citoplazmi tumorskih celic in celo v 
celicah strome [70, 71]. Zaporedje AK osrednje domene, ki jo vsebuje človeški NANOG, 
namreč omogoča prehod proteina iz jedra v citoplazmo in obratno [57, 58].  
Na tržišču so prisotna različna anti-NANOG protitelesa, ki imajo različno specifičnost in 
občutljivost, kar se lahko kaže v različnem vzorcu obarvanja (jedrno/citoplazemsko), različni 
intenzivnosti obarvanja in različnem deležu obarvanih celic. Rezultati raziskav IHK določe-
nega izražanja označevalca NANOG v epitelijskih tumorjih jajčnikov se lahko zaradi uporab-
ljenih različnih anti-NANOG protiteles med seboj nekoliko razlikujejo [2-4].  
5.1.2 Imunohistokemično izražanje označevalca NANOG v različnih seroznih tumorjih 
jajčnikov 
Tudi v naši raziskavi so se tako kot v podobnih raziskavah na epitelijskih tumorjih jajčnikov 
NANOG pozitivno obarvali le karcinomi, medtem ko se zdrav jajčnik, benigni in atipični pro-
liferativni tumorji na označevalec NANOG IHK niso obarvali [2-4]. 
Drugače od predhodnih raziskav smo v naši raziskavi uporabili novejšo dvostopenjsko klasi-
fikacijo določanja histološkega gradusa seroznega karcinoma jajčnikov, ki se pri nas že več 
let redno uporablja v klinični praksi in deli karcinome jajčnikov na visoko in nizko maligni tip 
oziroma karcinome visokega in nizkega gradusa [2-4, 72]. Omenjena tipa seroznega karcino-
ma pripadata različnima skupinama karcinomov jajčnikov, ki imata različen molekularno-
genetski profil, posledično različno biološko obnašanje ter klinični potek [65, 73]. SKJNG 
nastanejo iz prekurzorskih (borderline) lezij, rastejo počasi in dolgo ostajajo omejeni na jajč-
nik. Ti tumorji so bili v naši raziskavi NANOG negativni. SKJVG so izredno agresivni tumor-
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ji, brez jasnih prekurzorskih lezij in zasevajo že v času, ko klinično še niso prepoznani. Kar 
72,9 % teh tumorjev je bilo v naši raziskavi IHK NANOG pozitivnih. Izraženje označevalca 
NANOG le v primeru SKJVG kaže na močno povezavo med prisotnostjo rakavih matičnih 
celic in agresivnim tipom tumorja jajčnikov. 
5.2 KLINIČNI NAPOVEDNI POMEN IMUNOHISTOKEMIČNO ZAZNANEGA OZNA-
ČEVALCA NANOG PRI SEROZNEM KARCINOMU JAJČNIKOV VISOKEGA 
GRADUSA 
V raziskavi smo ugotavljali povezave med stopnjo izražanja označevalca NANOG in različ-
nimi kliničnimi kazalci, kot so starost bolnic, stadij bolezni, prisotnost ascitesa, ostanek 
tumorja po radikalni operaciji, odziv tumorja na zdravljenje s KT, ponovitev bolezni, čas brez 
bolezni po zdravljenju in preživetjem bolnic. Z multivariatno analizo smo potrdili negativni 
napovedni pomen stadija bolezni FIGO (p = 0,023) in ostanka tumorja po radikalni operaciji 
(p < 0,001) na preživetje bolnic, medtem ko statistično značilne povezave med kliničnimi 
kazalci in izražanjem označevalca NANOG nismo našli.  
Rezultate in model naše raziskave smo primerjali z rezultati in modeli predhodnih raziskav, ki 
so potrdile statistično značilno povezavo med IHK izražanjem označevalca NANOG in klini-
čnimi značilnostmi bolnic z epitelijskim rakom jajčnikov [2-4]. Na razlike med posameznimi 
raziskavami smo naleteli že med analizo sestave skupin glede na patohistološki tip tumorja ter 
različne kriterije določanja gradusa tumorja. 
Podobno kot pri nas je bila raziskovana skupina Pana in sodelavcev sestavljena le iz seroznih 
tumorjev jajčnikov [2]. V primeru seroznih karcinomov je bilo izražanje označevalca 
NANOG statistično značilno povezano z gradusom tumorja in stadijem bolezni [2]. Za dolo-
čanje gradusa tumorja je bila uporabljena stara klasifikacija SZO, ki uporabljala tristopenjski 
sistem I, II, III. Gradus I sicer določajo podobni patomorfološki kriteriji kot SKJNG, ta je bil 
v raziskavi Pana in sodelavcev zastopan kar v 8,4 % karcinomov, ti pa so bili v kar 50 % 
NANOG pozitivni [2]. V naši raziskavi so bili SKJNG zastopani v manj kot 5 % primerov, 
kar ustreza podatkom iz literature, vsi so bili NANOG negativni [31, 32]. Iz teh podatkov 
lahko sklepamo, da se vsi tumorji gradusa I ne morejo klasificirati med SKJNG in rezultatov 
zato med seboj ne moremo primerjati. Naslednja razlika je v razporeditvi skupin glede na 
stadij bolezni, kar dodatno vpliva na različne rezultate med raziskavama. V skupini Pana in 
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sodelavcev so bolnice z napredovalim stadijem bolezni zastopane v 64,5 %, v naši raziskova-
ni skupini pa kar v 83 %, kar tudi ustreza podatkom iz literature [2, 33]. 
Siu in sodelavci so imeli v svoji raziskovani skupini histološko mešano sestavo epitelijskih 
tumorjev jajčnikov z nenavadno porazdeljenim deležem posameznih vrst, in sicer 38,1 % 
seroznih karcinomov ter kar 61,9 % karcinomov ostalega histološkega tipa [4]. Ugotovili so, 
da je IHK izražanje označevalca NANOG statistično značilno povezano s preživetjem bolnic 
celotne skupine, ne glede na histološko vrsto tumorjev, in da označevalec NANOG predstav-
lja neodvisni napovedni kazalec preživetja bolnic [4]. Glede na to, da je preživetje pri različ-
nih vrstah karcinomov jajčnikov različno, manjka podatek ali so avtorji v multivariatno anali-
zo vpliva na preživetje vključili tudi histološki tip in gradus tumorja [4]. 
Raziskovana skupina Leeja in sodelavcev je bila po sestavi in dobljenih rezultatih najbolj 
podobna naši [3]. Sestavljena je bila le iz bolnic s seroznim karcinomom jajčnikov, od tega 
83,8 % v napredovalem stadiju bolezni [3]. Tako kot v naši raziskavi tudi ta raziskovalna 
skupina ni našla statistično značilne korelacije med stadijem bolezni in izražanjem označeval-
ca NANOG [3]. Ugotovili pa so statistično značilno povezavo med izražanjem označevalca 
NANOG in ostankom tumorja po radikalni operaciji ter preživetjem bolnic, vendar NANOG 
pri tem ni bil neodvisni napovedni kazalec preživetja [3]. Med vsemi raziskovanimi kazalci se 
je podobno kot v naši raziskavi za neodvisni napovedni kazalec preživetja bolnic izkazal le 
ostanek tumorja po radikalni operaciji [3].  
Z analizo rezultatov naše raziskave in drugih podobnih raziskav ugotavljamo, da na osnovi 
IHK določenega izražanja označevalca NANOG ni mogoče sklepati na prognozo bolezni pri 
bolnicah s seroznim karcinomom jajčnikov [2-4]. 
5.3 POTRDITEV REZULTATOV IMUNOHISTOKEMIČNEGA BARVANJA Z REZUL-
TATI METODE PRENOSA WESTERN  
5.3.1 Vrednosti označevalca NANOG v različnih seroznih tumorjih jajčnikov, določene z 
metodo prenosa western 
Vrednosti označevalca NANOG, ki so bile višje od vrednosti pozitivne kontrole, to je testisa, 
so bile izmerjene v tkivnih vzorcih SKJVG. Vrednosti označevalca NANOG, izmerjene v 
tkivnih vzorcih SKJNG, obeh atipičnih proliferativnih tumorjih ter normalnem jajčniku, so 
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bile nižje od vrednosti pozitivne kontrole. Vrednost označevalca NANOG je bila pričakovano 
najnižja v negativni kontroli, to je možganih. 
5.3.2 Primerjava rezultatov, pridobljenih z metodama prenosa western in imunohisto-
kemije 
Primerjava rezultatov PW in IHK je pokazala, da je količina označevalca NANOG, izmerjena 
z metodo PW, statistično značilno različna med IHK določeno NANOG negativno in 
NANOG pozitivno skupino (p = 0,003). Primeri, pri katerih je bilo IHK izražanje označevalca 
NANOG odsotno, so imeli tudi nižje vrednosti označevalca NANOG, izmerjene z metodo 
PW. Podobno so imeli primeri z IHK pozitivnim izražanjem označevalca NANOG tudi višje 
vrednosti označevalca NANOG, izmerjene z metodo PW. Rezultata omenjenih metod nista 
sovpadala le v enem primeru SKJVG, ki je IHK kazal blago izražanje označevalca NANOG, 
izmerjene vrednosti z metodo PW pa so bile pod vrednostjo pozitivne kontrole.  
Statistično značilna je bila tudi povezava med IHK določeno stopnjo izraženosti označevalca 
NANOG in vrednostmi označevalca NANOG, izmerjenimi z metodo PW (p = 0,001). Primeri 
z najnižjo IHK določeno stopnjo izraženosti označevalca NANOG so imeli v splošnem tudi 
najnižjo vrednost označevalca NANOG, izmerjeno z metodo PW. Podobno so imeli primeri z 
najvišjo IHK določeno stopnjo izraženosti označevalca NANOG v splošnem tudi najvišjo 
izmerjeno vrednost označevalca NANOG z metodo PW. 
Primerjava razpršenosti vrednosti označevalca NANOG, izmerjene z metodo PW glede na 
stopnjo izraženosti označevalca NANOG, z metodo IHK je pokazala, da je le-ta različna v 
različnih IHK določenih skupinah NANOG. V IHK določeni blago pozitivni skupini NANOG 
je bila razpršitev vrednosti, izmerjenih z metodo PW, največja, zato v tej skupini ni bilo 
mogoče napovedati višine izmerjene vrednosti označevalca NANOG z metodo PW. V IHK 
določeni zmerno in močno pozitivni skupini NANOG so bile vrednosti, izmerjene z metodo 
PW, na splošno višje in bolj homogeno razporejene. V IHK določeni negativni skupini 
NANOG so bile vse vrednosti označevalca NANOG, izmerjene z metodo PW, podobno niz-
ke. Neujemanje posameznih rezultatov, pridobljenih z metodo IHK in PW, ki se je zgodilo v 
IHK blago pozitivni skupini NANOG, bi bilo lahko posledica subjektivne interpretacije IHK 
v primerih z mejno pozitivnim rezultatom ali pa posledica analize različnih vzorcev istega 
tumorja.  
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Tako IHK kot PW imata svoje prednosti in slabosti in se med seboj dopolnjujeta. V sklopu 
obeh metod se uporabljajo protitelesa, ki reagirajo s specifičnimi tarčnimi proteini (antigeni). 
V naši raziskavi smo pri obeh metodah uporabili enako protitelo. Prednost IHK je kombinaci-
ja imunološke tehnike s strukturo tkiva, s čimer se prikažeta razporeditev in lokalizacija speci-
fičnega antigena v celici v sklopu histološke slike. Prednost metode PW pa je v večji objekt i-
vnosti rezultatov, saj količino proteina izmerimo in tako dobimo številčni rezultat. Tudi v tem 
delu raziskave smo označevalec NANOG IHK dokazali predvsem v citoplazmi celic. Ker smo 
za metodo PW uporabili celoten homogenat tkiva, podatka o lokaciji označevalca NANOG 
znotraj celice nismo dobili. V prihodnje bi bilo zato koristno z metodo PW analizirati prisot-
nost označevalca NANOG na subceličnih frakcijah. 
5.4 PRIMERJAVA IZRAŽENOSTI OZNAČEVALCA NANOG Z IMUNOHISTOKEMIČ-
NO METODO MED VZORCI SEROZNIH TUMORJEV JAJČNIKOV IZ RETROSPE-
KTIVNEGA IN PROSPEKTIVNEGA DELA RAZISKAVE  
V retrospektivnem delu raziskave smo IHK barvanje naredili na starih, arhiviranih vzorcih 
tkiva tumorja jajčnikov, kar bi lahko vplivalo na lažno negativen rezultat izražanja označeval-
ca NANOG. V prospektivnem delu raziskave smo IHK barvanje naredili na novih vzorcih 
tkiva tumorja jajčnikov. V obeh delih raziskave, retrospektivnem in prospektivnem, smo IHK 
dokazali izraženje označevalca NANOG le na vzorcih SKJVG. SKJNG, serozni atipični proli-
ferativni tumorji ter benigni serozni tumorji jajčnikov so bili v obeh delih raziskave IHK 
NANOG negativni. V obeh skupinah SKJVG je bil podoben tudi delež NANOG pozitivnih 
primerov, 64,3 % oziroma 72,9 %, s podobno razporeditvijo posameznih skupin NANOG. 
Skladne rezultate obeh delov raziskave smo pričakovali, saj smo v obeh delih raziskave pri 
IHK metodi uporabili enako protitelo ter sledili enakemu protokolu. Podobni rezultati obeh 
delov raziskave potrjujejo ponovljivost IHK metode za določanje izraženosti označevalca 
NANOG v seroznih tumorjih jajčnikov in dokazujejo, da čas arhiviranja tkiv ne vpliva na 
rezultat izražanja omenjenega proteina. 
5.5 MATIČNIM CELICAM PODOBNE CELICE IN EPITELIJSKO-MEZENHIMSKA 
TRANZICIJA V SEROZNEM KARCINOMU JAJČNIKOV VISOKEGA GRADUSA 
Agresiven potek bolezni seroznega karcinoma jajčnikov se podobno kot pri agresivnih raka-
vih obolenjih drugih organov povezuje z RMC. Lastnost RMC, da z asimetrično delitvijo 
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ohranja linijo celic v nediferenciranem pluripotentnem stanju, hkrati pa proizvaja linijo celic, 
ki se lahko diferencirajo v različne somatske celice, podpira maligni potek raka, to je razrast 
rakavih celic in oblikovanje tumorja ter ponovitev bolezni po navidezno uspešnem zdravljen-
ju [23-25].  
Etiologija RMC ni znana. Po eni hipotezi RMC nastane iz normalne SMC, pri kateri je prišlo 
do maligne preobrazbe, druga hipoteza pa zagovarja dediferenciacijo zrele rakave celice v 
rakavo celico z lastnostmi MC [74]. Prvo hipotezo podpira dejstvo, da je normalna SMC 
zaradi dolge življenjske dobe izpostavljena številnim mutacijam, ki sčasoma privedejo do 
maligne preobrazbe. Na drugi strani pa je bilo na eksperimentalnem modelu raka dokazano, 
da RMC ne nastanejo nujno iz normalnih SMC [75]. 
Osrednje področje naše raziskave je patogeneza seroznega karcinoma jajčnikov, ki je še ved-
no nejasna. Domnevno odkritje EMT, verjetnega mehanizma nastanka RMC v tkivu serozne-
ga karcinoma jajčnikov, po našem mnenju pomembno prispeva k razumevanju patogeneze 
nastanka raka jajčnikov. 
V naši raziskavi smo s svetlobnim mikroskopom dodatno v povrhnjem epiteliju jajčnika zaz-
nane majhne, do 5 µm velike celice z jedri, ki so zavzemala skoraj celotni volumen celic. Te 
celice so bile morfološko podobne MC in so se IHK barvale na označevalec pluripotentnosti 
NANOG. Spominjale so na zelo majhne celice, podobne EMC, ki jih imenujemo s kratico 
VSEL (angl. very small embrionic-like stem cells). Te so bile najprej odkrite v popkovnični 
krvi ter kostnem mozgu odraslega človeka, kmalu zatem pa tudi v povrhnjem epiteliju zdravih 
jajčnikov pomenopavzne ženske [76-79]. VSEL naj bi ostale iz embrionalnega obdobja in naj 
bi bile prisotne tudi v tkivih odraslih za namen regeneracije ob poškodbah, v neugodnih raz-
merah pa bi bile lahko vpletene v nastanek raka [80]. Mogoče se ravno VSEL, skladno s hipo-
tezo o nastanku RMC z maligno preobrazbo iz normalnih SMC, ob neugodnem dražljaju iz 
okolja aktivirajo in spremenijo v RMC karcinoma jajčnikov. 
Spremembe, podobne maligni preobrazbi, so bile v okolici majhnih celic, podobnih MC, zaz-
nane tudi v našem primeru. Pod povrhnjim epitelijem jajčnikov so bile zaznane nekoliko več-
je okrogle celice velikosti med 10 in 15 µm, katerih jedro je ravno tako izpolnjevalo skoraj 
celotni volumen celice. Tudi te celice so se IHK pozitivno barvale na označevalec pluripoten-
tnosti NANOG, medtem ko so bile preostale epitelijske celice povrhnjega epitelija jajčnika 
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NANOG negativne. Podobna populacija okroglih celic se je pozitivno obarvala tudi na ozna-
čevalca pluripotentnosti SOX2 in SSEA-4. Omenjene celice so proliferirale v grozdaste skup-
ke enakih celic, med katerimi so bili mestoma še vidni citoplazemski mostički. Te celice bi po 
našem mnenju lahko predstavljale RMC. 
RMC podobne celice so bile in vitro proizvedene z EMT, sproženo v patoloških razmerah 
[28]. EMT je fiziološki proces sprememb v celicah, do katerih pride med remodulacijo 
embrionalnih tkiv v času embriogeneze in regeneracijo odraslih tkiv v času po poškodbi. Med 
EMT se v celici izgubljajo značilnosti epitelijskih celic in pojavljajo značilnosti mezenhim-
skih celic, kot sta invazivno gibanje in prisotnost vimentina ter miozina [81]. EMT je poveza-
na tudi z nastankom in napredovanjem epitelijskega raka jajčnikov [82]. Dokazano je bilo, da 
v epitelijskih celicah karcinoma jajčnikov EMT poveča invazivnost in stopnjo malignosti [29, 
30]. EMT predstavlja tudi ključni korak v zasevanju RMC [27]. Med EMT rakave celice 
izgubijo epitelijske značilnosti in pridobijo mezenhimske značilnosti, ki omogočajo invazijo v 
zunajcelični matriks in oddaljeno zasevanje. Glavna citoskeletna sestavina mezenhimskih 
celic je vimentin, ki se navadno uporablja kot označevalec za mezenhimske celice ali celice, 
nastale z EMT [83, 84]. Tudi v naši raziskavi so se večje RMC podobne celice poleg na ozna-
čevalce za pluripotentnost NANOG, SOX2 in SSEA-4, barvale tudi na vimentin. Posamezne 
celice so mestoma že kazale invazijo v stromo, pri tem pa svojo kroglasto obliko spremenile v 
mezenhimskim celicam podobno obliko z izrastki ter podaljški. Tudi epitelijske celice v 
neposredni bližini so bile pozitivne na vimentin, medtem ko se preostale epitelijske celice 
povrhnjega epitelija jajčnika na vimentin niso obarvale. Menimo, da bi omenjene spremembe 
v površinskem epiteliju in tik pod njim lahko predstavljale EMT, v sklopu katere bi se majhne 
MC podobne celice spreminjale v RMC podobne celice, le-te pa v celice z mezenhimskim 
fenotipom. Vloga obdajajočih epitelijskih celic ni znana in ima najverjetneje podporno nalo-
go. 
EMT v rakavih celicah sprožijo različni signali, med drugim tudi signali iz strome tumorja, 
vključno z rastnim faktorjem ß [85-87]. Epidermijski rastni faktor je prek EMT v epitelijskem 
raku jajčnikov vpleten v nastanek odpornosti proti citostatiku cisplatinu, uporabljenem v stan-
dardnem sistemskem zdravljenju karcinoma jajčnikov [88]. Dokazano je bilo, da je EMT, 
sprožena s cisplatinom, povzročila izražanje označevalcev za RMC (NANOG ter drugih) in 
mezenhimske markerje (N-cadherin in vimentin) ter zmanjšala izražanje epitelijskega ozna-
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čevalca E-cadherina [89]. Prav transkripcijski dejavnik NANOG naj bi prek aktivacije poti 
STAT3 uravnaval EMT in s tem odpornost proti KT [90]. Glede na to, da je prav EMT 
pomemben dejavnik v razvoju, napredovanju, neodzivnosti na sistemsko zdravljenje in pono-
vitvi raka po zdravljenju, predstavlja obetavno tarčo za tarčno zdravljenje [91, 92].  
Naše ugotovitve na področju EMT in RMC podobnih celic odpirajo novo široko področje 
proučevanja EMT in RMC in situ. V prihodnje bi bilo smiselno opraviti dodatne raziskave, s 
katerimi bi podprli dokaze o EMT in nastanku RMC v tkivu, in poleg vimentina uporabiti še 
druge označevalce, vpletene v EMT, kot so E-cadherin, N-cadherin, P-cadherin, Zeb1, 
HMGA2, Rab25, CD24, NCAM (CD56) in Sox11.  
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6 ZAKLJUČEK  
IHK se je izkazala za primerno metodo določanja izražanja označevalca rakavih matičnih 
celic NANOG v tumorskih celicah bolnic s seroznimi tumorji jajčnikov, saj pridobljeni rezul-
tati statistično značilno korelirajo z rezultati metode PW. S tem smo potrdili našo prvo hipo-
tezo. Pri analizi IHK izražanja označevalca rakavih matičnih celic NANOG pri bolnicah z 
različnimi seroznimi tumorji jajčnikov smo označevalec NANOG dokazali le v tumorskih 
celicah bolnic s seroznim karcinomom jajčnikov, in to le v primerih seroznega karcinoma 
jajčnikov visokega gradusa. V tumorskih celicah seroznih karcinomov jajčnikov nizkega gra-
dusa izražanje označevalca rakavih matičnih celic NANOG ni bilo prisotno. Iz dobljenih 
rezultatov lahko sklepamo, da je izražanje označevalca NANOG v tumorskih celicah serozne-
ga karcinoma jajčnikov povezano z neugodnimi patomorfološkimi napovednimi kazalci, to je 
histološkim gradusom. S tem smo potrdili prvi del naše druge hipoteze. IHK izražanje ozna-
čevalca NANOG v tumorskih celicah bolnic s seroznim karcinomom jajčnikov ni bilo statisti-
čno značilno povezano z nobenim izmed kliničnih napovednih kazalcev, s čimer smo ovrgli 
drugi del naše druge hipoteze. Na osnovi omenjenih rezultatov zaključujemo, da IHK določa-
nje označevalca NANOG ni primerna metoda za napoved uspeha zdravljenja s KT in prežive-
tja bolnic, s čimer smo tudi ovrgli našo tretjo hipotezo. Za edina neodvisna napovedna kazalca 
preživetja bolnic sta se tudi v naši raziskavi izkazala stadij bolezni FIGO in ostanek tumorja 
po radikalni operaciji. V tkivnih rezinah seroznega karcinoma jajčnikov zaznane spremembe 
podobne EMT ter prisotnost celic, podobnih RMC, odpirajo novo področje za nadaljnje razis-
kave. Omenjene najdbe bi bilo treba opredeliti še z drugimi bolj specifičnimi označevalci 
EMT, saj tako EMT kot RMC predstavljajo potencialni tarči za tarčno zdravljenje seroznega 
karcinoma jajčnikov. Uvedba tarčnega zdravljenja pri raku jajčnikov bi lahko bistveno pris-
pevala k izboljšanju prognoze te bolezni.  
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